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（論文審査の要旨） 
学位申請論文「Treatment with synthetic glucocorticoid impairs bone metabolism, as revealed by in 
vivo imaging of osteoblasts and osteoclasts in medaka fish」について、上記の主査１名、副査２名が個
別に審査を行った。 
グルココルチコイド（GC）投与の副作用として骨代謝異常が報告されているが、GC の骨に対する生理学
的・病理学的作用は明らかでない。そこでメダカを用いて GC製剤のプレドニゾロン（PN）あるいはデキサ
メタゾン（DX）投与および GC 受容体遺伝子のうちの GR2 遺伝子を欠損させたときの骨芽細胞や破骨細胞に
及ぼす影響を可視化して解析し、GC の骨に対する影響を検討した。PN 投与で GR下流遺伝子（fkbp5, ddit4）
の発現が上昇した。PN 急性投与では、投与初期から咽頭歯骨の破骨細胞と鰭条骨の骨芽細胞の面積が減少
した。また、PN 慢性投与で咽頭歯骨の破骨細胞と骨芽細胞の面積が減少し、体長の成長遅延が生じた。ま
た PN 慢性投与下で鰭条骨を骨折させると骨芽細胞と破骨細胞の動員が抑制された。一方、DX の急性投与下
での鰭条骨の骨折では破骨細胞の動員のみが抑制された。さらに GR2変異体の骨折では、骨芽細胞と破骨細
胞の動員が増え、DX投与で破骨細胞の動員のみが抑制された。以上の結果から、PN は投与初期から骨芽細
胞と破骨細胞に抑制的に作用し、慢性投与で骨代謝異常が起こることが明らかとなった。また、GR2は骨折
修復において骨芽細胞と破骨細胞の動員を抑制し、DXは GR1を介して GR2変異体の破骨細胞の動員を抑制
することが明らかとなった。 
本論文の審査において、副査の美島委員および桑田委員から多くの質問があり、その一部とそれらに対す
る回答を以下に示す。 
美島委員の質問とそれらに対する回答： 
１．プレドニゾロンとデキサメタゾンの飼育濃度はどのように決定したか。 
［メダカへの投与濃度はマウスへの投与量を基準に濃度別に検討した。さらに先行研究のゼブラフィッシュ
に対するグルココルチコイド投与実験において、25μM のプレドニゾロンまたは 10〜20μM のデキサメタゾ
ン投与でゼブラフィッシュ稚魚の骨形成が抑制され（Huo et al., Biol Open 2018）（Geurtzen et al., J Bone 
Miner Res 2017）（Huang et al., Animal Model Exp Med 2018）（Yin et al., Biomed Res Int 2019）、50
μMのプレドニゾロン投与でゼブラフィッシュ成魚の骨形成が抑制される（Geurtzen et al., J Bone Miner 
Res 2017）という報告を参照し比較した結果、共に 50μMと定めた］ 
２．プレドニゾロン長期投与による骨芽細胞の分布面積減少はどのようなメカニズムが考えられるか。 
［長期投与により骨芽細胞の分化抑制やアポトーシスが亢進した可能性が考えられる。グルココルチコイド
と結合した GRは核内に移行し、骨芽細胞分化に必須の転写因子 runx2 と相互作用して、runx2の下流遺伝
子の発現を抑制することにより骨芽細胞分化を抑制する（Koromila et al., J Cell Biochem 2014）。本研
究では、骨芽細胞を赤色蛍光で標識したメダカ（osterix promoter-DsRed）にプレドニゾロン投与するとそ
の蛍光面積が減少した。osterix は骨芽細胞のマーカー遺伝子であるとともに、runx2 の下流遺伝子で、骨
芽細胞分化に必須の転写因子である。よってプレドニゾロン投与で GRが runx2と相互作用したことにより
osterixの発現量が低下し、骨芽細胞の分布面積が減少した可能性が考えられる。また骨芽細胞はグルココ
ルチコイド投与により GRと p53がミトコンドリア内膜の透過性を亢進してアポトーシスを誘導する（Zhen 
et al., J Cell Physiol 2014）。そのため本研究でもグルココルチコイドと結合した GRがミトコンドリア
に移行し、アポトーシスが亢進した可能性が考えられ、今後 TUNEL法による検証実験を予定している］ 
 桑田委員の質問とそれらに対する回答： 
１．メダカ in vivoイメージングシステムを用いることで従来のグルココルチコイド研究で解決できなかっ
たどのような問題が明らかになったか。 
［生体内の破骨細胞は、破骨前駆細胞が血管を通って骨へと動員され、分化を経て骨吸収するというダイナ
ミックな分化を行う細胞である。これまでグルココルチコイド製剤は破骨細胞に作用して、骨吸収を活性化
あるいは抑制するなど様々な報告があり、分化段階の違いにより作用が変化する可能性も示唆された。これ
はグルココルチコイドとグルココルチコイド受容体（GR）の複合体が破骨細胞の分化関連転写因子 NF-kBや
AP-1などと相互作用して下流の遺伝子発現を抑制するため、これらの転写因子の発現時期によって作用が
変化していると考えられる。しかし破骨細胞が常在する骨組織を用いてこれを証明する場合、そこには様々
な分化段階の破骨細胞が存在しているため、グルココルチコイドが各分化段階に及ぼす影響の詳細な解析は
難しい。メダカは破骨細胞が常在しない骨組織の鰭条骨を有している。骨折操作を行うことで人為的に破骨
細胞を動員して分化の終わりまで観察することができるため、破骨細胞分化過程に対するグルココルチコイ
ドの作用解析が容易である。本研究ではメダカへのグルココルチコイド投与実験と gr2遺伝子欠損メダカの
解析から、グルココルチコイドは破骨細胞の動員に抑制的に作用しているという新たな可能性を見出した］ 
２．生きたまま生体内の細胞を解析することの意義とは何か。 
［これまでのグルココルチコイド研究から、グルココルチコイド製剤は骨芽細胞に作用して骨形成を抑制
し、破骨細胞に作用して骨吸収を活性化あるいは抑制すること、細胞の分化段階の違いによりグルココルチ
コイドや GR の作用が変化することが報告された。よってステロイド性骨粗鬆症では、骨組織の様々な分化
段階の破骨細胞や骨芽細胞がグルココルチコイド製剤によりそれぞれ異なる作用を示すことで複雑化して
いる可能性があり、これはグルココルチコイドが生体内で破骨細胞や骨芽細胞に及ぼす作用の詳細を不明瞭
にしている原因の１つとなっている。この問題を解明するためには破骨細胞や骨芽細胞の各分化段階に対す
るグルココルチコイドの作用を明確にすることが重要であり、生体内において１つの細胞に及ぼすグルココ
ルチコイドの影響を追跡し、それを各分化段階で解析する必要がある。さらにグルココルチコイド作用の変
化が破骨細胞や骨芽細胞において分化関連転写因子の発現推移と相関することを証明できれば、作用変化の
新たな知見から GR と他の分化関連転写因子との関係性も見出すことが期待される。以上からグルココルチ
コイド研究において生きたまま生体内の細胞を解析する意義は大きいと考える］ 
 
両副査は、上記を含めた質問に対する回答が、いずれも満足のいくものであることを確認した。 
主査 井上委員の質問とそれらに対する回答： 
１．グルココルチコイド投与実験でデキサメタゾンを使用した理由は何か。 
［内在性グルココルチコイド（コルチゾール）はグルココルチコイド受容体（GR）と結合するほか、ミネラ
ルコルチコイド受容体（MR）とも親和性がある。プレドニゾロンとデキサメタゾンは、GR との親和性向上
のためにコルチゾールを元に合成されたグルココルチコイド製剤であり、GR との結合力価はコルチゾール
を 1とした場合、プレドニゾロンは 4、デキサメタゾンは 25となる。また MRとの結合力価はコルチゾール
を 1とした場合、プレドニゾロンは 0.8、デキサメタゾンはほぼ 0となる。そのため本研究のグルココルチ
コイド短期投与実験では MR への作用を極力排除すためにデキサメタゾンを使用した］ 
２．本研究から考察される GR の骨代謝に対する意義とは何か。 
［gr2 遺伝子欠損メダカの骨折部位で骨芽細胞量と破骨細胞両が増加したことから、GRは骨折修復において
両細胞の動態を抑制していることが示唆された。gr2遺伝子欠損メダカの骨折部位において骨質や骨形態が
時間経過とともにどのように変化するかを現在解析しているところであるが、GRは骨折によって病的に活
性化した骨代謝回転を抑制することで、元の骨形態に修復する役割を担っている可能性も考えられ、今後、
GR1と GR2のダブル遺伝子欠損メダカや、破骨細胞特異的または骨芽細胞特異的に GR を遺伝子欠損するコ
ンディショナルノックアウトメダカを作製し、骨折修復を観察することで、病理学的条件下における GRの
骨に対する役割を明確にすることを検討している］ 
 
主査の井上委員は、両副査の質問に対する回答の妥当性を確認するとともに、本論文の主張をさらに確認
するために上記の質問をしたところ、明確かつ適切な回答が得られた。 
以上の審査結果から、本論文を博士（歯学）の学位授与に値するものと判断した。 
（主査が記載） 
